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I 
摘要 
大弹涂鱼（Boleophthalmus pectinirostris）分布于我国东南沿海潮间滩涂，生
活于洞穴之中，因其肉质鲜美，营养丰富，是我国东南沿海的重要的养殖鱼类之
一。前期的研究发现，生殖季节雄性大弹涂鱼在洞穴中建造产卵室，性成熟的雌
雄鱼在产卵室内交配产卵，受精卵粘附在产卵室的顶部和四周，仔鱼需要 5 d才
能孵出。虽然洞穴内底泥和海水含有许多致病菌，但大弹涂鱼受精卵在孵化期间
卵膜和胚体始终保持清洁透明状态，孵化率达到 99.7%。为了了解大弹涂鱼在生
殖过程中的免疫抗菌机制，本文采用了分子生物学等方法克隆了大弹涂鱼两种
Hepcidin 基因亚型（Hepcidin-1 和 Hepcidin-2），并研究了其在大弹涂鱼不同组
织中的表达、不同实验条件下的表达变化、生殖前期和生殖高峰期时不同的表达
情况以及 Hepcidin-2 在精巢和贮精囊中的细胞定位。主要结果如下： 
1. Hepcidin-1基因的部分片段长 412 bp，其中开放阅读框长 267 bp，编码
一个由 88 个氨基酸组成的多肽片段。Hepcidin-2 基因的部分片段长 345 bp，其
中开放阅读框长 267 bp，编码一个由 88个氨基酸组成的多肽片段。 
2. 蛋白质比对分析发现，大弹涂鱼的两种 Hepcidin 多肽结构与其他硬骨鱼
类中的 Hepcidin 的结构相似，有 8 个高度保守的半胱氨酸残基，由这些半胱氨
酸残基在成熟肽中形成的二硫键维持着多肽反向平行 β-折叠的二级结构。大弹涂
鱼多肽序列的 N 端有一个推测与铁离子调控相关的氨基酸残基序列：
Q-S/I-H-L/I-S/A，Hepcidin-2中没有此序列。用部分已知的脊椎动物 Hepcidin 蛋
白序列建树分析发现，大弹涂鱼 Hepcidin-1 和 Hepcidin-2 分别属于 HAMP 1 和
HAMP 2亚型。 
3. 实时荧光定量方法分析结果显示，Hepcidin-1 主要分布于大弹涂鱼的肝
脏组织中；而 Hepcidin-2分布相对广泛，除了在肝脏中表达量较高之外，在脾和
精巢中也有较高的表达。 
4. 以 LPS（lipopolysaccharid，脂多糖）和 Dextran-iron 注射大弹涂鱼，研
究两种 Hepcidin 基因在雄鱼性腺中的表达变化情况。结果发现注射 LPS 后 6 h，
精巢和贮精囊组织中 Hepcidin-1的表达量都显著上调，而 Hepcidin-2 在这两个组
织中则是从 3 h开始一直到 24 h都显著高于对照组；注射 Dextran-iron 24 h之后
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II 
只有在肝脏中 Hepcidin-1才有显著的上调。 
5. 荧光定量分析发现，Hepcidin-1在生殖高峰期（5-6月）的表达量在精巢
组织中没有显著变化，而在生殖前期（3月）的表达量在贮精囊中有显著的上调。
Hepcidin-2无论是在精巢还是在贮精囊中，从1月到6月呈现出持续上升的趋势，
在生殖高峰期达到最高，说明生殖季节 Hepcidin-2基因在大弹涂鱼雄鱼性腺中可
能起到了重要的免疫作用。 
6. 为了了解 Hepcidin-2与性腺发育的关系，使用催产素 LHRH-A3在非生殖
期（11月）注射大弹涂鱼。结果表明，注射后 24 h贮精囊和精巢之中 Hepcidin-2
的表达量明显上调。 
7. 原位杂交的实验结果发现，Hepcidin-2 基因在精巢的间质细胞（Leydig 
cell）中和贮精囊的上皮细胞中表达。 
综上所述表明，在雄性大弹涂鱼性腺中 Hepcidin-1可能在短时间内起到了抗
菌的作用，但其主要功能可能是参与铁稳态的调控；而 Hepcidin-2则可能主要参
与了在生殖季节保护性腺抵抗外界病菌侵害的免疫过程。 
关键词：大弹涂鱼；Hepcidin；生殖免疫；抗菌肽 
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Abstract 
The mudskipper (Boleophthalmus pectinirostris), a burrow-dwelling fish 
inhabiting intertidal mudflats, is widely cultured in the southeast coastline of China, 
due to its economic value. Our previous study indicated that during the spawning 
season, the female fish laid their eggs in the spawning chamber in the burrow of a 
male fish. It needs about 5 days for fertilized eggs to hatch. Although the mud and 
water in the chamber contain a lot of pathogenic bacteria, the egg envelope and 
embryos of fertilized eggs keep clean during the hatching period and the hatching rate 
is about 99.7%. In order to understand the antibacterial mechanisms of this fish during 
spawning, we cloned two kinds of hepcidins and further studied their expression 
levels and patterns in tissues, under different experimental conditions and during the 
spawning and pre-spawning seasons. In addition, we analyzed cellular localization of 
these two genes in the testes and seminal vesicle. The main results and conclusions 
are as follows: 
1. The partial sequence of Hepcidin-1 was 412 bp contained an open reading 
frame of 267 bp encoding an 88-aa prepropeptide. The partial sequence of Hepcidin-2 
was 345 bp contained an open reading frame of 267 bp encoding an 88 prepropeptide, 
too. 
2. The alignment of the hepcidin protein sequences from B. pectinirostris and 
other vertebrates showed that the 8 cysteine residues are highly conserved in all the 
species studied, and the 4 disulfide bonds they formed in the mature peptide are 
essential for the peptide to conform the characteristic antiparallel β-sheet. We have 
found a hypothetical iron regulatory sequence Q-S/I-H-L/I-S/A in the N terminus of 
the Hepcidin-1 putative mature peptide. The phylogenetic tree built up by some 
known vertebrate hepcidin mature peptide sequences showed that these two hepcidin 
variants of B. pectinirostris were divided into the two branches: HAMP 1 and HAMP 
2. 
3. Quantitative real time PCR was used to analyze the expression of Hepcidin-1 
and Hepcidin-2 in diferent tissues. The results showed that Hepcidin-1 was mainly 
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expressed in the liver, while Hepcidin-2 was relatively wide expressed in all the 
tissues. It was especially highly expressed in the liver, spleen and testes. 
4. Fish were injected with LPS（lipopolysaccharid）and Dextran-iron to study 
the expression of two hepcidin variants in male gonad. It was found that the 
expression of Hepcidin-1 was significantly up-regulated in the testes and seminal 
vesicle 6 h after injection with LPS while Hepcidin-2 was significantly up-regulated 
in the testes and seminal vesicle 3, 6, 24 h after injection with LPS. Hepcidin-1 was 
significantly up-regulated only in the liver 24 h after injection with Dextran-iron. 
5. Using real time PCR, we found that during the peak spawning (May and June) 
season the expression of Hepcidin-1 was not significantly changed in the testes and 
seminal vesicle, while before the spawning season (March) Hepcidin-1 was 
significantly up-regulated in the seminal vesicle. It is very interesting to find that 
during the peak spawning (May and June) season, the expression of Hepcidin-2 was 
significantly up-regulated in both testes and seminal vesicle. The expression of 
Hepcidin-2 also continued to increase from February to May. 
6. In order to understand the role of Hepcidin-2 during gonadal development, , 
we injected the fish with LHRH-A3 in November. The results showed that Hepcidin-2 
was significantly up-regulated in both testes and seminal 24 h after injection. . 
7. The results form the in situ hybridization showed that Hepcidin-2 was 
specially expressed in the Leydig cells in the testes and in the epithelial cells of the 
cysts in the seminal vesicle. 
Taken together, the results from the present study suggested that these two 
hepcidins may have different functions; Hepcidin-1 may play a dual role in both iron 
metabolism regulation in the liver and a short antimicrobial response in the gonad, 
while Hepcidin-2 is more specialized in the immune defense in B. pectinirostris. 
Key words:  Boleophthalmus pectinirostris; Hepcidin; reproductive immunology; 
antimicrobial peptide
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缩略语表 
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OD Optical density 光密度 
ORF Open reading frame 开放阅读框 
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1 
第一章 绪论 
1.1 大弹涂鱼生物学及生活习性 
大弹涂鱼（Boleophthalmus pectinirostris）隶属于脊索动物门（Chordata）、
脊椎动物亚门（Vertebrate）硬骨鱼类（Octeichthyes）、辐鳍亚纲（Teleostomi）、
鲈形目（Perciformes），鰕虎鱼科（Gobiidae），背眼鰕虎鱼亚科（Oxudercinae），
大弹涂鱼属（Boleophthalmus）。一般体长 10-25 cm，体重 20-40 g。前部亚圆筒
形，后部侧扁，体型延长；尾柄高而短；背腹缘平直。头大，稍侧扁。吻前倾斜，
圆钝，大于眼径。口大，前位，平裂。唇厚。舌大，圆形，前端不游离。鼻孔每
侧有 2个，相距较远：前鼻孔位于吻褶前缘，角状突出；后鼻孔较小，圆形，位
于眼前缘。眼背侧位，突出于头顶之上，相互靠近；眼下方具 1个眼窝，可将眼
部分收入，下眼睑发达。眼间隔狭窄，小于眼径。上颌骨后端向后深达眼后缘下
方。上下颌约等长。两颌各有 1行牙，上颌的牙呈锥状，最前方每侧 3个牙呈犬
牙状；下颌牙斜向外，平卧状，齿端斜截形成，或有 1凹缺，缝合部位 2齿扩大，
呈犬齿状。颚骨、犁骨和舌上均无齿。身体及头部均被小圆鳞，前部鳞较细小，
后部鳞大。胸鳍基部亦被细圆鳞。体身呈深褐色，体背黑褐色，腹部灰色。背鳍
与尾鳍上有蓝色圆点。背侧有 6个黑色条状带，周身不规则的分布有绿褐色斑点。
胸鳍有黄绿色虫纹图案，第 2背鳍有 3条灰白色横线，颜色艳丽。体表皮肤较厚，
无侧线。胸鳍基部宽大，肌肉柄发达。腹鳍愈合成吸盘。背鳍 2个：第 1背鳍很
小，仅有鳍棘 5条，鳍棘末端成丝状延长，其中第 3棘最长；第 2背鳍与臀鳍均
较长，其长度大体相等。尾鳍楔形，宽大（图 1-1）。雌性泄殖孔色红，大而圆，
雄性泄殖孔小而尖 [1-2] 。 
 
图 1-1 大弹涂鱼 
Fig. 1-1 Boleophthalmus pectinirostris 
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大弹涂鱼俗称花跳、泥猴、跳跳鱼、又名星点弹涂鱼，为广盐广温的两栖鱼
类，栖息于河口港湾的潮间带淤泥滩涂及红树林区，有钻孔栖息的穴居习性；主
要分布于中国、朝鲜、日本、越南和马来西亚，我国产于江苏、浙江、福建、台
湾、广东和广西沿海滩涂[3]。大弹涂鱼的视觉和听觉灵敏，通常在退潮时白天出
洞，夜间穴居，依靠发达的胸鳍肌柄在滩涂上爬行、摄食、跳跃，稍受惊即潜回
水中或钻入洞内。12 月至次年 3 月在洞内越冬；天气晴朗、温度高时也出洞活
动。大弹涂鱼食性为杂食性，主食底栖硅藻，蓝绿藻类，兼食泥土中的有机质以
及桡足类和圆虫等。常在退潮时出洞索饵，在滩涂表层刮食底栖硅藻。大弹涂鱼
为一次性产卵鱼类，生殖季节为每年的 5-9月，其中 5-6月为生殖高峰期。生殖
季节自然海区大弹涂鱼亲鱼产卵与潮汐有关，每个潮汐周期（15 d）产一批次卵，
一个月产两批次卵，一般在小潮后大潮前开始产卵，每次产卵持续 6 d左右。产
卵前性成熟雄鱼先在其栖息的洞穴内建造产卵室，然后引诱性成熟雌鱼进入洞穴
内交配产卵。产卵后雌鱼离开洞穴，由雄鱼留在洞穴内护卵。交配产卵期间洞穴
的主洞口和次洞口大多封闭，受精卵依靠黏着丝粘附在产卵室的顶部和周壁[4]。 
大弹涂鱼肉质鲜美细嫩，营养丰富，含有常见的 16 种氨基酸，其中 8 种为
人体必需的氨基酸[5]，深受浙江、福建、广东、广西、台湾、海南、江苏等省沿
海群众的喜爱，视之为滋补品，市场需求量很大。由于大弹涂鱼的养殖具有管理
简便、成本低、鱼病少、经济价值高以及无污染的特点，而且活鱼湿露时可耐长
途运输，因此是一种具有市场前景的滩涂养殖经济鱼类，已成为我国东南沿海地
区的名特优新养殖鱼种[6-7]。我国台湾省于 20 世纪 60 年代开始养殖大弹涂鱼，
1970-1980 年代养殖面积发展到数千亩，但苗种全靠自然海区采捕。我国大陆东
南沿海于 20世纪 80年代开始发展大弹涂鱼养殖，90年代后养殖面积迅速扩大，
养殖发展速度十分迅速。但与此同时，苗种不足和养殖效率低等问题也日益凸显，
亟待解决。 
国内外均有对大弹涂鱼的生殖生理和人工育苗进行研究。1988-1992 年，日
本培育出 5 万尾大弹涂鱼苗用于增殖放流[8]，我国从 1986 年开始，张其永等在
厦门大学海滨实验室开始大弹涂鱼生殖生理和室内育苗的研究，取得了丰硕成果。
当年以 HCG 和 LHRH-A 激素注射亲鱼催产后，以半干法人工授精获得受精卵，
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